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EXTRATOS VEGETAIS, PROCESSO DE PRODUGAO DE
NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS E
COMPOSICOES COMPREENDENDO AS MESMAS. A presente
invengéo consiste em um processo de obtengédo de nanoestruturas e
composigdes farmacéuticas, cosméticas e/ou alimenticias
compreendendo tais nanoestruturas contendo extratos vegetais, sendo
que a formagéo das nanoestruturas ocorre em uma Unica etapa.
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Relatdrio Descritivo de Patente de Invencao
NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS, PROCESSO DE

PRODUGAO DE NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS
E COMPOSICOES COMPREENDENDO AS MESMAS.

Campo da Invencao
A presente invengdo consiste num processo de obtengido de

nanoestruturas e de composi¢des farmacéuticas, cosméticas e/ou alimenticias
compreendendo essas nanoestruturas extratos vegetais, sendo que a formagéo
das nanoestruturas ocorre espontaneamente em uma Gnica etapa.

Antecedentes da Invencao

A industria farmacéutica, cosmética e alimenticia tem demonstrado
interesse crescente pelo desenvolvimento de produtos obtidos a partir de
extratos vegetais e de moléculas bioativas obtidas a partir desses extratos.

No desenvolvimento desses produtos, o(s) composto(s) de interesse é
extraido(s) das plantas através do uso de um sistema solvente adequado.
Quando os compostos de interesse s&o insoluveis em agua, como por
exemplo, das agliconas, esses sdo extraidos através do uso de solventes
organicos.

Geralmente, € necessaria a retirada do solvente organico para o uso
desses produtos em humanos, por diversas razées relacionadas a potenciai
toxicidade desses solventes aos sistemas biolégicos. Diversos processos
farmacéuticos sao utilizados com esse objetivo originando extratos moles ou
SEecos.

Um exemplo de planta rica em compostos ativos na forma de agliconas
€ Achyrocline satureioides Lam- DC (Asteraceae) — marcela. A marcela € uma
espécie vegetal cultivada cujas inflorescéncias sdo amplamente utilizadas
popularmente no Brasil e em outros paises da América do Sul, devido as suas

diferentes atividades biolégicas, incluindo, a atividade antiinflamatéria, a
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antiespasmodica, a analgésica, a digestiva, a antidiarréica, a carminativa, a
hipocolesterolémica, a antiviral, entre outras, as quais ja foram comprovadas
cientificamente por diversos pesquisadores. Tais atividades biol6gicas tém sido
relacionadas com diversos compostos quimicos presentes no vegetal, no qual
encontram-se os acidos orgéanicos, 6leos volateis e flavonéides, sendo que
estes Ultimos tém sido descritos como sendo os constituintes majoritarios da
planta e, dentre os quais, podem-se destacar a quercetina, a luteolina e a 3-O-
metilquercetina.

A incbrporagéo de moléculas bioativas com essa caracteristica (de
reduzida solubilidade) em nanoestruturas, obtidas em preparagé‘)és aquosas é
bastante complexa. Nanoestruturas (i.e. nanoemulsdes, nanoparticulas e
lipossomas) sdo sistemas nanométricos constituidos de matérias primas
lipidicas e/ou poliméricas, dispersos em uma fase aquosa. Apresentam-se
como liquidos, sendo que as moléculas de reduzida hidrossolubilidade
encontram-se preferencialmente dispersas e/ou adsorvidas na interface do
nucleo lipidico e/ou polimérico da nanoestrutura. O interesse pelo uso destes
sistemas reside, além da possibilidade de incorporacdo de moléculas de
reduzida hidrossolubilidade em agua, na estabilizacao de moléculas instaveis,
na modulagdo das caracteristicas biofarmacéuticas das substancias
veiculadas, ou ainda, no direcionamento a um sitio especifico.

Assim, a presente invengao descreve o processo de obtengdo, em uma
Unica etapa, de diferentes composi¢bes nanoestruturadas lipidicas e/ou
poliméricas contendo extrato vegetal, sendo o de Achyrocline satureioides
utilizado aqui, como um exemplo.

Na literatura patentaria foram encontrados alguns documentos que
circunscrevem o tema. '

O documento US 2003/055103 descreve composi¢des compreendendo
extratos de Achyrocline satureioides para tratamento e/ou preven¢ao de danos
cerebrais degenerativos e/ou isquémicos-vasculares através de lipossomas
contendo extratos de Achyrocline satureioides. A presente invengao difere

deste documento por utilizar nanosistemas ao invés de lipossomas.
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O documento WO 2006/068759 descreve lipossomas compreendendo
agentes fitoquimicos que podem ser obtidos de diversas plantas, como por
exemplo Achyrocline satureioides. A presente invengao difere deste documento
por utilizar nanosistema ao invés de lipossomas, como também técnica de
preparo diferente.

Os documentos US 2007/160651, US 2007/085058 tratam de
nanoemulsdes compreendendo lecitinas e fosfolipidios, e agentes bioativos,
onde o método de preparo inclui a mistura e agitacdo de todos os
componentes, preferencialmente sob aquecimento. A presente invengao difere

destes documentos por compreender uma etapa de solubilizagdo dos

componentes em etanol seguida de emulsificagdo em agua. Além disso, nada é
falado sobre a presencga de extratos vegetais.

O documento WO 99/03450 descreve o0 modo de preparo de
microparticulas ou nanoparticulas compreendendo proteinas de plantas e
composicdes cosméticas, farmacéuticas e/ou alimenticias compreendendo o
mesmo. Em especial, o método de preparo necessita de um agente
polifuncional acilante. A presente invencao difere desse documento por nao
necessitar de um agente acilante para a formagao das nanoestruturas.

O documento WO 05/095031 descreve um processo de sintese de
nanoparticulas utilizando extratos de plantas. Em especial, esse processo
reage uma solugédo aquosa de ions metalicos a fim de originar nanoparticulas
mono e bimetalicas. A presente invengao difere desse documento bor nao
utilizar um meio aquoso contendo ions metalicos mas, sim, uma fase aquosa e
uma fase organica.

O documento US 2003/155668 descreve um processo de produgao de
uma suspensao de uma substancia com até 500 nm de diametro médio que
possa ser fundida sem que ocorra sua decomposi¢do. O processo compreende
uma etapa de expansao da emulsdao em uma zona de pressao reduzida. A
presente invengao difere desse documento pelo fato de ndao compreender uma

etapa de expansao da emulséo.
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O documento US 6537579 descreve um processo de produgdo de
nanoparticulas através do uso de pressdes elevadas. A presente invengao
difere desse documento por formar nanosistemas compreendendo um extrato
vegetal como composto bioativo e néo utilizar pressdes elevadas em sua
preparagao.

Portanto, pode-se ver que o estado da técnica ndo descreve nem sugere
nanoestruturas compreendendo extratos vegetais com atividade bioldgica, de

interesse farmacéutico, cosmético ou alimentar.

Obijetivos da Invencao
E um objeto da presente invengdo nanoestruturas compreendendo um

extrato vegetal bioativo onde tais nanoestruturas possuem didmetro de
particula médio inferior a 1 micrometro. E um objeto adicional da presente
invengao um processo de preparo de nanoestruturas compreendendo as
etapas de:

a) Dissolver em um solvente organico:

i) de 0,01% p/p a 10% p/p de pelo menos um extrato vegetal bioativo;
i) até 15% de pelo menos um composto selecionado do grupo que
compreende:

- tensoativos;

- substancia oleosa;

- polimeros; e

- mistura dos mesmos.

b) adicionar a solugédo (a) em agua, sob agitacao; e
c) evaporar os solventes.
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E um objeto adicional da presente invencdo proporcionar composigoes
farmacéuticas, cosméticas e/ou alimenticias compreendendo as nanoestruturas
descritas na presente invengao.

Em uma realizagdo preferencial, o extrato bioativo é obtido de
Achyrocline satureioides.

Em uma realizagédo preferencial, a agua da etapa b) possui até 5% de
pelo menos um tensoativo.

Breve Descrigao das Figuras

A Figura 1 mostra eletromicrografias (MET) de nanoemulsées isentas de
extrato de Achyrocline satureioides (A e B); contendo o flavonoide quercetina
isolado (C e D) e nanoemulsdes contendo o extrato de Achyrocline satureioides
(EeF).

Descricdo Detalhada da Invencao

A presente invencao sera exposta a seguir em detalhes. Os exemplos
descritos a seguir sdo meras concretizagées preferenciais da invengdo, ndo
devendo ser compreendidos como limitantes de invengdo. Variagdes ou
concretizagdes similares devem ser consideradas como dentro do escopo da

invengao.

Extrato Vegetal

O extrato vegetal adequado para uso na presente invencao pode ser

qualquer extrato vegetal bioativo. Em uma realizagéo preferencial, o extrato
utilizado é qualquer extrato hidromiscivel obtido a partir de qualquer planta.
Em especial, a presente invengdo utiliza plantas pertencentes ao género
Achyrocline, em especial a espécie Achyrocline satureioides. No entanto, a
presente invencdo nao se limita a essa espécie vegetal, sendo, portanto
adequado para uso na presente invengao extratos vegetal com qualquer
atividade biolégica. O extrato vegetal pode ainda ser uma fragéo de um extrato,

desde que essa fragdo possua atividade bioldgica, de interesse farmacéutico,
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cosmético ou alimentar. O extrato pode ser obtido por qualquer método
tradicional de extragdo, como maceragdo, extragdo com sohxlet, ou ainda,
ressuspensao de pé seco.

Em especial o extrato vegetal esta presente na nanoestrutura numa
concentragao de 0,01% p/p a 10 % p/p.

Substancia Oleosa

Substéancias oleosas adequadas para uso na presente invengéo incluem,
mas nao se limitam a oleato de decila, isohexadecano, ésteres do &cido
estearico e/ou oleico, etanolamida de acido graxo de cdco, 6leos, como éleo de
milho, amendoim, sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina,
triglicerideos de cadeia média, palmitatos, miristatos e octildodecanol. Em

especial a substancia oleosa preferida € o octildodecanol. Em especial a
substancia oleosa esta presente numa concentracédo de até 5% p/p.

Tensoafivos/Surfactantes

Os surfactantes Gteis na presente incluem os sufactantes aniénicbs, nao-
ibnicos, catidnicos e anfotéricos conhecidos do estado da técnica.

Preferencialmente, os surfactantes da presente invengdo podem ser
escolhidos do grupo que compreende, sem contudo limitar, surfactantes néao-
ibnicos como Tween 20, Tween 40, Tween 80, Span 20, Span 40, Span 60,
Span 80, emulsificantes, colato de sédio, deoxicolato de sédio, glicolato de
sodio, taurocolato de sdédio, taurodeoxicolato de sédio.

Em especial, o surfactante pode estar presente na nanoestrutura numa
concentragéo de ate 5% p/p.

Surfactantes também Uteis na presente invencdo compreendem
especialmente lecitinas e fosfolipideos. Lecitinas sdo conhecidas como
glicerofosfolipideos os quais sdo formados a partir de acidos graxos, glicerol,
acido fosférico e colina por esterificagdo. As lecitinas sdo frequentemente
referenciadas como fosfatidil colinas. Fosfolipideos adequados para uso na

presente invengado incluem, mas nédo se limitam a, fosfolipideos encontrados na
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gema de ovo e soja. Além dos fosfolipideos e lecitinas, para efeito desta
invencao, os esfingolipideos também se enquadram nessa definicdo.

Em uma realizagdo preferencial, a presente invengao usa uma mistura
compreendendo fosfatidilcolina 84 %; fosfatidiletanolamina 8 %; Liso-
fosfatidilcolina 2,2 %; Liso-fosfatidiletanolamina 0,4 %; Esfingomielina 2,2 %

p/p.

Componentes adicionais

A nanoestrutura da presente invengdo pode ainda  conter,
opcionalmente, componentes adicionais, como polimeros, em especial 0s
hidrofébicos.

Em uma realizagdo preferencial, o polimero hidrofébico é pdli-epsilon-
caprolactona, e esta presente em uma concentragéo de 0% p/p a 1% p/p, bem
como os polimeros hidrofilicos doadores de viscosidade.

Obtencao dos Produtos

O processo de preparo das nanoestruturas atil na presente invengéo
compreende as etapas de:
a) dissolver em um solvente organico:
i) de 0,01% p/p a 10% p/p de pelo menos um extrato vegetal bioativo;
i) até 15% de pelo menos um composto selecionado do grupo que
compreende:
- tensoativos;
- substancia oleosa ;
- polimeros; e
- mistura dos mesmos.
b) adicionar a solugédo (a) em agua, sob agitacéo; e
c) evaporar os solventes.
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Os solventes organicos adequados para uso na presente invengao
incluem, mas nao se limitam a, acetona, etanol, metanol, € mistura dos
mesmos. Preferencialmente s&o utilizados acetona ou etanol.

Em especial, a solugdo do item a) & vertida em agua sob agitacao
magnética moderada, havendo formagdo espontdnea da nanoemulsao. Apds
aproximadamente 10 minutos de agitagéo ocorre a etapa de eliminagéo dos
solventes e o volume reduzido em evaporador rotatorio, até o volume desejado,
em especial de 8 mL. A propor¢éo de solventes utilizadas foi de 30/60 com fase
interna final de 10%.

Em uma realizagao preferencial a agua utilizada em b) pode conter até
5% p/p de um tensoativo.

Em uma realizagdo preferencial a evaporagdo dos solventes é realizada
até que o volume final seja em torno de 10% a 15% do volume inicial.

O extrato vegetal é preferencialmente obtido por uma etapa preliminar

de maceragao e extragao com solugao alcodlica ou hidroalcodlica.

As composigdes da presente invengao compreendem:

a) de 0,1% a 99% de nanoestrutura compreendendo pelo menos um
extrato vegetal,

b) um veiculo adequado.

Em especial, a composi¢cdo pode ser uma composi¢do farmacéutica,
uma composi¢cdo alimenticia e/ou uma composigdo cosmética. As
nanoestruturas da presente invengao podem apresentar-se na forma de uma

nanoemulsao, uma nanoparticula ou um nanoagregado.
Para caracterizagao, foram determinados os seguintes parametros:
a) Diametro médio de particula: As formulagdes de nanoemulsdes foram

caracterizadas através de espalhamento de luz dindmico pela difusdo de raio

laser monocromatico que atravessa a dispersao coloidal. Essa determinacéo foi



10

15

20

25

30

09/27

realizada observando-se o espalhamento a 173° apés diluigdo das amostras
em agua purificada, previamente filtrada em membrana de 0,22 pm (Millipore®).
Os resultados foram expressos como média de trés determinagbes de trés

lotes.

b) Determinagdao do Potencial Zeta: O Potencial Zeta das nanoemulsées foi
determinado através da mobilidade eletroforética das goticulas. As medidas
foram realizadas apés calibragdo com uma solugdo padrao a - 55 mV (latex
poliestireno carboxilato). Todas as analises foram realizadas apés diluicao das
amostras em agua purificada, previamente filtrada em membrana de 0,22 mm
(Millipore). Os resultados foram expressos como média de trés determinagdes
dos trés lotes preparados de cada formulagao.

c¢) Teor e taxa de associagéo: O teor dos flavonoides (expresso em quercetina)
aos sistemas foi realizada através da dissolugdo das nanoestruturas em
metanol com posterior filtragdo. O teor foi determinado através da equagao
obtida na curva padrao por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A taxa de
associacao foi avaliada através da ultrafiltragao/centrifugagao das formulagées.
Para tanto, uma amostra foi submetida ao processo de filtragao em membranas
de ultrafiltragdo (Amicon Ultra® de 10 kDa) em uma centrifuga Sigma 6-15,
durante 30 minutos a uma forga de 5000 g.

Exemplo 1 — Obtencao da nanoestrutura 1 em presenca de lecitina

Composicéo
> Fase Organica

2 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
160 mg de lecitina |
24 g de solvente orgéanico (etanol)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ

Procedimento
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As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando corho agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80).

E elaborada uma fase orgénica composta de fosfatidilcolina e extrato
vegetal, dissolvidos em etanol. A fase organica € vertida sobre a agua, sob
agitagdo magnética moderada havendo formagao instantdnea das
nanoestruturas. A agitacdo se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e redugéo do volume em
evaporador rotatério, até o volume de 8 mL.

Produtos obtidos: Lipossomas/micelas/nanoemulsées

Resultados:
Potencial Zeta = - 30,55 mvV
Diametro = 141,7 nm

Taxa de associa¢ao 100 %

Exemplo 2 — Obtencao da nanoestrutura 2 em presenca de lecitina

Composicao
> Fase Organica

2 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
160 mg de tensoativo (lecitina)
640 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente organico (etanol)
» Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, ODD e
extrato vegetal dissolvidos em etanol. A fase orgénica € vertida sobre a agua,
sob agitagdo magnética moderada havendo formagdo instantanea de
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nanoestruturas. A agitacdo se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e redugdo do volume em
evaporador rotatério, até o volume de 8 mL.

Produtos obtidos: Lipossoma/Nanoemulsao/nanocapsulas
Resultados:

Potencial Zeta = - 43,55 mV

Diametro = 295,58 nm

Taxa de associagdo 100 %

Exemplo 3 — Obtencdo da nanoestrutura 3 em presenca de lecitina

Composigao
> Fase Organica

2 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
160 mg de tensoativo (lecitina)
100 mg de polimero hidrofébico-(poli—epsiIon-daprolactona/PECL)
24 g de solvente organico (acetona)
» Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagdo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, PECL e
extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a agua,
sob agitagdo magnética moderada havendo formagdo instantdnea de
nanoestruturas. A agitagdo se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagao do solvente organico e redugdo do volume em
evaporador rotatério, até o volume de10 mL.

Produto obtido: nanoparticulas

Resultados:
Potencial Zeta — 33,08 mV
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Diametro 142,3 nm

Taxa de associagao 100 %

Exemplo 4 — Obtencéao da nanoestrutura 4 em presenga de lecitina
Composicéo

> Fase Organica
1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado

160 mg de tensoativo (lecitina)
100 mg e polimero hidrofébico (PECL)
50 mg de 6leo (ODD)
" 24 g de solvente organico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, ODD, PECL
e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a
agua, sob agitagdo magnética moderada havendo formagédo instantanea de
nanoestruturas. A agitacdo se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagédo do solvente orgénico e redugao do volume em
evaporador rotatério, até o volume de 10 mL.

Produtos obtidos: nanocapsulas/lipossomas/nanoparticulas

Resultados:
Potencial Zeta — 30,78 mV
Diadmetro 142,563 nm
Taxa de associagdo 100 %

Nos exemplos a seguir sera testado um outro tipo de tensoativo:

monooleato de sorbitano (Span80®).
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Exemplo 5 — Obtencéo da nanoestrutura 5 em presenga de Span80®

Composicéo
> Fase Orgénica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de Span80®
24 g de solvente organico (etanol)
» Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagdo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano e
extrato vegetal, dissolvidos em etanol. A fase organica é vertida sobre a agua,
sob agitagdo magnética moderada havendo formagdo instantanea das
nanoestruturas. A agitagdo se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e redugdo do volume em

evaporador rotatério, até o volume de 8 mL.

Produtos obtidos: nanodispersos/micelas/nanoparticulas
Resultados: '
Potencial Zeta — 50,25 mV
Diametro 152,6 nm
Taxa de associagdo 100 %
Esta formulagao nao utiliza nenhum material polimérico e/ou lipidico para
sua formagao, somente o tensoativo e a solugdo extrativa, como descrita

anteriormente.

Exemplo 6 — Obtencado da nanoestrutura 6 em presenca de Span80®

Composicéo
> Fase Orgénica
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1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de tensoativo (Span80®)
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente orgéanico (etanol)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®).
E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano,
ODD e extrato vegetal dissolvidos em etanol. A fase organica é vertida sobre a
agua, sob agitagdo magnética moderada havendo formacéo instantanea de
nanoestruturas. A agitacao se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagao do solvente organico e redugao do volume em
evaporador rotatério, até o volume de 8 mL.

Produto obtido: nanodispersos

Resultados:
Potencial Zeta — 48,71 mV
Diametro 345 nm

Taxa de associagao 100 %

Exemplo 7 — Obtenc¢ao da nanoestrutura 7 em presenca de Span80®

Composicéo
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de tensoativo (Span80®)
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
24 g de solvente organico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
Procedimento
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As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano,
PECL e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre
a agua, sob agitacdo magnética moderada havendo formagao instantanea de
nanoestruturas. A agitagdo se procede por 10 minutos e quando do seu final
ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e redugao do volume em
evaporador rotatério, até o volume de 10 mL.

Produto obtido: nanoparticula

Resultados:
Potencial Zeta -49,26 mV
Diametro 178,3 nm
Taxa de associagao 100 %

Exemplo 8 — Obtencéo da nanoestrutura 8 em presenc¢a de Span80®

Composicao
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de tensoativo (Span80®)
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente organico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano,
ODD, PECL e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida
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sobre a 4agua, sob agitagdo magnética moderada havendo formagéo
instantanea de nanoestruturas. A agitagao se procede por 10 minutos e quando
do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e redugéao do
volume em evaporador rotatério, até o volume de 10 mL.

Produtos obtidos: nanocapsulas/nanoparticulas

Resultados:
Potencial Zeta -48,55 mV
Diametro 380,47 nm
Taxa de associagao 100 %
Nos proximos exemplos sera testado outro tipo de tensoativo:
polissorbato 80 (Tween 80) e adicionalmente em presencga de lecitina.

Exemplo 9 — Obtengcdo da nanoestrutura 9 em presenca de Tween 80 e
lecitina

Composigao
> Fase Orgénica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
160 mg de lecitina
24 g de solvente organico (etanol)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween 80
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano e
extrato vegetal, dissolvidos em etanol. A fase organica é vertida sobre a fase
aquosa, composta de agua 'e polissorbato 80, sob agitagcdo magnética
moderada havendo formagao instantdnea das nanoestruturas. A agitagdo se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagéo do
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solvente organico e redugdo do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 8 mL.

Produtos obtidos: nanodispersos/micelas/nanoparticulas

Resultados:
Potencial Zeta -30,21 mV
Diametro 235,9 nm
Taxa de associagao 100 %

Exemplo 10 — Obtencdo da nanoestrutura 10 em presenca de Tween 80 e
lecitina

Composicéo
> Fase Organica

1 mL de extrato végetal hidromiscivel padronizado
160 mg de lecitina
50 mg de 6leo (ODD)
24g de solvente organico (etanol)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween80
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano e
extrato vegetal, dissolvidos em etanol. A fase organica é vertida sobre a fase
aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética
moderada havendo formagao instantdnea das nanoestruturas. A agitagdo se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagao do
solvente organico e redug¢édo do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 8 mL.

Produtos obtidos: Nanodispersées/Nanoemulsao
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Resultados:
Potencial Zeta -28,97 mV
Diametro 275,6 nm

Taxa de associa¢ao 100 %

Exemplo 11 — Obtencdo da nanoestrutura 11 em presenca de Tween 80 e
lecitina

Composicéao
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
160 mg de lecitina
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
24 g de solvente organico (acetona)
» Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween80
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, ODD, PECL
e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a
fase aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética
moderada havendo formacéo instantanea de nanoestruturas. A agitagdo se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do
solvente orgénico e redugéao do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 10 mL.

Produtos obtidos: nanoparticulas/nanodispersos

Resultados:
Potencial Zeta -49,67 mV
Diametro 156,6 nm
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Taxa de associagdo 100 %

- Exemplo 12 — Obten¢édo da nanoestrutura 12 em presenca de Tween 80 e
lecitina

- Composicéo
> Fase Orgéanica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
160 mg de lecitina
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente organico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween 80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo a
fosfatidilcolina de gema de ovo (Lipoid E-80) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, ODD, PECL
e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase orgéanica € vertida sobre a
fase aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética
moderada havendo formacgé@o instantanea de nanoestruturas. A agitagido se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagéo do
solvente organico e redugao do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 10 mL.

Produtos obtidos: nanocépsulas/nanoparticuIas/nanodispersos

Resultados:
Potencial Zeta -47,94 mV
Diametro 178,3 nm
Taxa de associagao 100 %
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Nos proximos exemplos serdo avaliados em conjunto os tensoativos
Tween 80 e Span80®.

Exemplo 13 — Obten¢do da nanoestrutura 13 em presenca de Tween 80 e
Span80®

Composicao
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de Span80® |
24 g de solvente orgéanico (etanol)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween 80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela téc'nica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano e
extrato vegetal, dissolvidos em etanol. A fase organica é vertida sobre a fase
aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética
moderada havendo formacéo instantdnea de nanoestruturas. A agitagdo se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagéo do
solvente orgéanico e redugdo do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 8 mL.

Produtos obtidos: nanodispersos/micelas

Resultados:
Potencial Zeta -46,93 mV
Didmetro 176,5 nm

Taxa de associagdo 100 %
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Exemplo 14 — Obtengdo da nanoestrutura 14 em presenca de Tween 80 e
Span80®

Composigcdo
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de Span80®
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente organico (etanol)
» Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween 80
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturacao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de monooleato de sorbitano e
extrato vegetal, dissolvidos em etanol. A fase organica € vertida sobre a fase
aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagao magnética
moderada havendo formacgao instantdnea de nanoestruturas. A agitacdo se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagao do
solvente organico e reducao do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 8 mL.

Produtos obtidos: nanodispersos/nanoemulséo

Resultados:
Potencial Zeta -31,98 mV
Diametro 344,9 nm

Taxa de associagédo 100 %

Exemplo 15 — Obtengao da nanoestrutura 15 em presenca de Tween 80 e
Span80® .

Composicéo
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» Fase Orgéanica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de Span80®
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
24 g de solvente organico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125mg de Tween 80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, ODD, PECL
e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a
fase aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética
moderada havendo formacgéo instantanea de nanoestruturas. A agitagdo se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagao do
solvente organico e redugéo do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 10 mL. '

Produto obtido: Nanoparticula

Resultados:
Potencial Zeta -45,95 mV
Diametro 227,4 nm

Taxa de associagao 100 %

Exemplo 16 — Obtengdo da nanoestrutura 16 em presenca de Tween 80 e
Span80®

Composicao
> Fase Organica

1 mL de extratovvegetal hidromiscivel padronizado
150 mg de Span80®
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100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente orgéanico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween 80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
monooleato de sorbitano (Span80®) e o polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de fosfatidilcolina, ODD, PECL
e extrato vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a
fase aquosa, composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética
moderada havendo formagéo instantdnea de nanoestruturas. A agitagao se
procede por 10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do
solvente organico e redugéo do volume em evaporador rotatério, até o volume
de 10mL.

Produtos obtidos: nanocapsulas/nanoparticulas/nanodispersos

Resultados:
Potencial Zeta -46,92 mV
Diametro 286,8 nm
Taxa de associagao 100 %

Nos préoximos exemplos sera avaliado apenas o tensoativo Tween 80.

Exemplo 17 — Obtencgao da nanoestrutura 17 em presenga de Tween 80

Composicao
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
24 g de solvente organico (etanol)

> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
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125 mg de Tween80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de extrato vegetal, dissolvidos
em etanol. A fase orgéanica é vertida sobre a fase aquosa, composta de agua e
polissorbato 80, sob agitagdo magnética moderada havendo formacgéo
instantanea de nanoestruturas. A agitagao se procede por 10 minutos e quando
do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e redugao do
volume em evaporador rotatério, até o volume de 8 mL.

Produtos obtidos: nanodispersos/micelas

Resultados:
Potencial Zeta -40,39 mV
Diametro 142,8 nm

Taxa de associagéo 63,5 %

Exemplo 18 — Obten¢ao da nanoestrutura 18 em presenga de Tween 80

Composicao
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente orgéanico (etanol)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween 80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o

polissorbato 80 (Tween 80).
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E elaborada uma fase organica composta de extrato vegetal e ODD,
dissolvidos em etanol. A fase orgéanica é vertida sobre a fase aquosa, composta
de agua e polissorbato 80, sob agitacdo magnética moderada havendo
formacgao instantanea de nanoestruturas. A agitacao se procede por 10 minutos
e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do solvente organico e
reducéo do volume em evaporador rotatério, até o volume de 8 mL.

Produtos obtidos: nanodispersos/nanoemulsao

Resultados:
Potencial Zeta -41,88 mV
Diametro 406,6 nm

Taxa de associagao 87,4 %

Exemplo 19 — Obtencéo da nanoestrutura 19 em presenga de Tween 80
> Fase Organica
1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
24 g de solvente organico (acetona)
> Fase Aquosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween80
Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéao
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de PECL e extrato vegetal
dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a fase aquosa,
composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética moderada
havendo formagéao instantdnea de nanoestruturas. A agitacéo se procede por
10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do solvente
organico e redugdo do volume em evaporador rotatério, até o volume de 10mL.

Produto obtido: nanoparticulas
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Resultados:
Potencial Zeta —48,51 mV
Diametro 279,9 nm

Taxa de associagao 100 %

Exemplo 20 — Obteng¢ao da nanoestrutura 20 em presencga de Tween 80
> Fase Organica

1 mL de extrato vegetal hidromiscivel padronizado
100 mg de polimero hidrofébico (PECL)
50 mg de 6leo (ODD)
24 g de solvente orgéanico (acetona)
> Fase Aguosa
48 g de agua MiliQ
125 mg de Tween80

Procedimento

As nanoestruturas foram preparadas pela técnica de nanoestruturagéo
seguida por deslocamento do solvente, utilizando como agente tensoativo o
polissorbato 80 (Tween 80).

E elaborada uma fase organica composta de ODD, PECL e extrato
vegetal dissolvidos em acetona. A fase organica é vertida sobre a fase aquosa,
composta de agua e polissorbato 80, sob agitagdo magnética moderada
havendo formacgao instantdnea de nanoestruturas. A agitagéo se procede por
10 minutos e quando do seu final ocorre a etapa de eliminagdo do solvente
orgénico e redugao do volume em evaporador rotatério, até o volume de 10 mL.

Produto obtido: nanocapsulas

Resultados:
Potencial Zeta -42,4 mV
Diametro 283,1 nm

Taxa de associagdo 100 %

Morfologia das estruturas
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Para a avaliagdo morfolégica da fase dispersa, foi utilizada microscopia
eletrénica de transmissao. As dispersdes de nanoemulsdes foram diluidas em
agua na proporgao 1:10 (dispersdo:agua), sendo logo apés distribuidas em
suporte metalico (200 mesh) de cobre com revestimento de Formvar® e
carbono. Para fins de contraste foi utilizado o acetato de uranila 2 % durante 1
minuto.

A Figura 1 demonstra estruturas esféricas com borda definida
contrastada pelo acetato de uranila, sem influéncia marcante da presenca da
quercetina ou do extrato de Achyrocline satureiodies sobre a morfologia das
goticulas. Observam-se estruturas de didmetro de 200-300 nm. Contudo, foram
observadas, com certa freqiéncia, apenas para a NEE, estruturas

apresentando um envoltério na interface das goticulas (detalhe em 2F).
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Reivindicacdes

NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS, PROCESSO DE

PRODUGAO DE NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS
E ComposSICOES COMPREENDENDO AS MESMAS

1. Nanoestrutura compreendendo pelo menos um extrato vegetal

. bioativo caracterizado pelo fato da nanoestrutura possuir um didmetro de

particula inferior a 1 micrémetro.

2. Nanoestrutura, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
extrato vegetal ser escolhido de plantas pertencentes a diversos géneros e
mistura dos mesmos.

3. Nanoestrutura, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo
género ser Achyrocline.

4. Nanoestrutura, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pela
planta ser Achyrocline satureioides.

5. Nanoestrutura, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizédo pelo
diametro de particula médio estar compreendido na faixa que vai de 100 a 500
nm. ' | .

6. Nanoestrutura, de acordo com a reivindibagéo 1, caracterizado pela
nanoestrutura se apresentar ha' forma de uma ‘nanoemulsdo, uma
nanoparticula, um nanoagregado e/ou lipossomas.

7. Processo de produgdo de nanoestruturas compreendendo extratos

vegetais caracterizado por compreender as etapas de:

a) dissolver em um solvente organico:
i) de 0,01% p/p a 10% p/p de pelo menos um extrato vegetal
bioativo; '
i) até 15% de pelo menos um composto selecionado do grupo
que compreende:
- tensoativos;

- substéancia oleosa;
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- polimeros; e
“- mistura dos mesmos.

b) adicionar a solugéo (a) em agua, sob agitacao; e

) evaporar 0s solventes.

8. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo extrato vegetal ser escolhido de plantas pertencentes a
diversos géneros e mistura dos mesmos.

9. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizado pelo género ser Achyrocline.

10. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 9,
caracterizado pela planta ser Achyrocline satureioides.

11. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo solvente organico ser escolhido do grupo que compreende
etanol, acetona e mistura dos mesmos.

12. Processo de produgéo, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pela substéncia oleosa ser escolhida do grupo que compreende
decil oleato, isohexadecano, ésteres do Aacido estearico e/ou oleico,
etanolamida de acido graxo de cdco, dleos, como 6leo de milho, amendoim,
sésamo, oliva, jojoba, soja, alcool graxo, parafina, triglicerideos de cadeia
média, palmitatos, miristatos, octildodecanol e mistura dos mesmos..

13. Processo, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
tensoativo ser preferencialmente escolhido do grupo que compreende lecitinas
e fosfolipideos e mistura dos mesmos.

14. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo polimero ser poli-epsilon-caprolactona.

15. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pela agua utilizada em b) pode conter até 5% p/p de um
tensoativo.

16. Processo de produgdo, de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado peia etapa de evaporagao do solvente ser realizada até que o
volume final seja em torno de 10% a 15% do volume inicial.
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18. Composi¢do compreendendo nanoestruturas caracterizada por
compreender:

a) de 0,1% a 99% de uma nanoestrutura compreendendo um extrato

‘vegetal possuindo um diametro de particula. médio menor que

aproximadamente 1000 nm;

b) um veiculo adequado.

19. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizada por
ser uma composicao cosmeética, farmacéutica e/ou alimenticia.

20. Composicao, de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pelo
extrato vegetal ser escolhido de plantas pertencentes a diversos géneros e
mistura dos mesmos. ‘

21. Composicéo, de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado pelo
género ser Achyrocline. '

22. Composigao, de acordo com a reivindicagao 21, caracterizado pela
planta ser Achyrocline satureioides.

23. Composigao, de acordo com a reivindicagcao 18, caracterizado pelo
didmetro de particula médio estar compreendido na faixa que vai de 1000 nm.

24. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pela
nanoestrutura se apresentar na forma de uma nanoemulsdo, uma
nanoparticula, um nanoagregado e/ou lipossomas.
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FIGURA 1
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_ Resumo
NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS, PROCESSO DE
PRODUCAO DE NANOESTRUTURA COMPREENDENDO EXTRATOS VEGETAIS
E COoMPOSICOES COMPREENDENDO AS MESMAS

A presente invengédo consiste em um processo de obtengcao de
nanoestruturas e composi¢des farmacéuticas, cosméticas e/ou alimenticias
compreendendo tais nanoestruturas contendo extratos vegetais, sendo que a

formacgao das nanoestruturas ocorre em uma unica etapa.
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